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ACTINOMICETES CULTIVABLES ASOCIADOS A MICROECOSISTEMAS
LIQUENICOS DE LA SELVA TEMPLADA VALDIVIANA, ARGENTINA

JOSE M. SCERVINO*', MARIA I. MESSUTI*", MARIANA SOLANS' y GERNOT VOBIS'

Summary: Cultivable actinomycetes associated to lichenized microecosystems from the temperate
Valdivian rainforests, Argentina. Twenty-three (23) cultivable strains of actinomycetes were isolated from
the corticolous lichen species Pseudocyphellaria berberina present in the Valdivian temperate rainforest,
Argentina, being twenty-one (21) endolichenic and two (2) ectolichenic. Seventeen (17) strains were
identified as belonging to genera Actinoplanes (2), Dactylosporangium (1), aff. Pseudonocardia (1),
Micromonospora (6), aff. Micromonospora (1) and Streptomyces (5), Streptosporangoium (1). This is the
first record of actinomycetes isolated from lichenized fungi for Argentina.

Key words: Actinomycetes, Argentina, lichenized fungi, Pseudocyphellaria, Valdivian temperate
rainforest.

Resumen: Se aislaron veintitrés (23) cepas de actinomicetes cultivables de la especie corticicola
Pseudocyphellaria berberina presente en la selva templada valdiviana, Argentina, veintun (21) fueron
endoliquénicas y dos (2) ectoliquénicas. Se identificaron diecisiete (17) cepas de los géneros Actinoplanes
(2), Dactylosporangium (1), aff. Pseudonocardia (1), Micromonospora (6), aff. Micromonospora (1),
Streptomyces (5) y Streptosporangoium (1). Este es el primer registro para la Argentina de actinomicetes
aislados de hongos liquenizados.
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valdiviana.

INTRODUCCION

En la mayoria de los ecosistemas, las
comunidades microbianas presentan una amplia
distribucion, desarrollandose en diferentes tipos
de sustratos y mostrando un papel importante
en todos los ciclos biogeoquimicos (Rousk &
Bengtson, 2014). El talo de diversos grupos de
criptdgamas, como los hongos y las briofitas,
resulta un habitat propicio para el establecimiento
y desarrollo de variadas comunidades bacterianas,
incluyendo representantes de Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria y Actinobacteria entre otras
(Cardinale et al., 2006, 2008). La organizacion
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morfoldgicay anatdmica de los hongos liquenizados
constituyen un microecosistema estable para el
desarrollo de consorcios de bacterias aerobicas no
fotoautotroficas como componentes integrales del
talo (Grube et al, 2009; Hodkinson & Lutzoni,
2009; Cardinale et al, 2012; Hodkinson et al.,
2012). Estos consorcios incluyen a un conjunto
de bacterias filamentosas Gram-positivas con alto
contenido de G+C en su ADN (entre 50 hasta
mas de un 70 mol%) correspondientes al phylum
Actinobacteria, mas frecuentemente referidas al
grupo de los actinomicetes (Goodfellow et al.,
2012); los que parecen cumplir roles vinculados
con la interaccion micobionte-fotobionte
relacionados con el flujo de nutrientes, seiales
quimicas y metabolitos secundarios (Gonzalez et
al.,, 2005; Mushegian et al., 2011). La anatomia
del talo liquénico varia desde aquellos con una
marcada diferenciacion interna, incluyendo la
estratificacion de los simbiontes, hasta aquellos que
muestran una organizacion homogénea (micobionte
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y fotobionte uniformemente distribuidos). De
acuerdo a su ubicacion en el talo, las poblaciones
bacterianas pueden ser ectoliquénicas, cuando se
encuentran sobre la corteza superior y/o inferior, o
endoliquénicas, cuando estan asociadas a las capas
internas (Grube et al., 2009).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la presencia
de actinomicetes cultivables en microecosistemas
liquénicos representados por especimenes de la
especie Pseudocyphellaria berberina (G. Forst.) D.
J. Galloway & P. James (Ascomycota) coleccionados
en el area de Puerto Blest, selva templada lluviosa
valdiviana (Rio Negro, Argentina).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La region de Puerto Blest, incluida en la selva
templada valdiviana, se encuentra en el extremo
occidental del Brazo Blest del Lago Nahuel Huapi
dentro del Parque Nacional Nahuel Huapi, Rio
Negro, Argentina, entre los 41°01'S y 71°48'0.
Desde el punto de vista fitogeografico pertenece a la
Provincia Subantartica, Distrito Valdiviano, siendo
esta una de las zonas mas lluviosas del pais con
precipitaciones que alcanzan aproximadamente los
3000-4000 mm anuales (Cabrera & Willink, 1973).

Coleccion de las muestras

Mediante el método de caminata al azar se
coleccionaron especimenes de hongos liquenizados
foliosos epifitos utilizando un cuchillo y bolsas de
papel estériles. Entre ellos se seleccionaron, para
este estudio, dos ejemplares identificados como P,
berberina provenientes de dos especies diferentes
de forofitos del estrato arbéreo dominante. Uno,
epifito sobre corteza de Nothofagus dombeyi (Mirb.)
Oerst., denominado en este trabajo como “liquen
3” (L3), y el otro sobre corteza de Saxegothaea
conspicua Lindl., denominado en este trabajo
como “liquen 8” (L8). Ambos ejemplares se
secaron a temperatura ambiente durante 7 dias y
se conservaron a 4°C hasta su posterior procesado.

Aislamiento de actinomicetes

Los hongos liquenizados se trataron siguiendo
la técnica propuesta por Moller (1994). Una
porciéon del talo (1 g) se lavd con agua estéril y
posteriormente se macer6é en mortero hasta obtener
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un material homogéneo. Para los aislamientos
de los organismos ectoliquénicos, el agua de
lavado se conservd a 4°C; y para el aislamiento
de los organismos endoliquénicos, el homogenato
se resuspendid en 30 ml de agua estéril y se
conservo a 4°C. Para el aislamiento de las cepas de
actinomicetes se siguio el protocolo propuesto por
da Silva et al. (2011) por triplicado y modificado,
utilizando en cajas de Petri el medio artificial
suelo-agar (KEHE) (Vobis, 2006), suplementado
con extracto de liquen 1% (V/V) (KEHE + L). Con
el fin de aislar los actinomicetes ectoliquénicos y
endoliquénicos se realizaron diluciones seriadas del
agua de lavado y del homogenato respectivamente.
En el medio de cultivo KEHE + L se sembro 0,1 ml
de cada una de las diluciones seriadas y se incub6
cada caja a 28°C durante 20 dias. Al término de
este periodo, se realizo6 un recuento general de las
unidades formadoras de colonias (UFC) de todos
los microorganismos, y se aislaron y transfirieron
aquellas posibles cepas pertenecientes al grupo
de los actinomicetes. Para la identificacion de
estos ultimos a nivel de género los aislamientos se
cultivaron en el medio sélido KEHE y en medio
con agar extracto de levadura y almidon (YpSs),
en ambos casos a 28°C durante 20 dias (Shirling
& Gottlieb 1966; Vobis 1997, 2006). Las cepas de
actinomicetes aisladas se depositaron en el cepario
del herbario BCRU (Tabla 1).

REsuLTADOS Y DiscusioN

Las UFC x g' determinadas fueron similares en
los dos talos, L3 y L8, de P. berberina. Ademas,
se registrd6 un nimero, aproximadamente, cinco
veces mayor de bacterias sobre la corteza del talo
(microorganismos ectoliquénicos) que en el interior
del mismo (microorganismos endoliquénicos) (Fig.
1). Al menos para este sistema de estudio, el forofito
donde P. berberina se desarrolla no determinaria el
numero de bacterias presentes en el microecosistema
liquénico. Esto concuerda con la hipdtesis que las
comunidades bacterianas asociadas a los hongos
liquenizados no son meras extensiones de aquellas
que se encuentran en los sustratos circundantes
(Bates et al., 2011). Si bien el recuento de UFC x
g totales indica que, en ambos talos, la mayoria
de estos organismos son ectoliquénicos (Fig. 1), se
observo que en el caso particular de los actinomicetes
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Tabla 1. Caracteristicas de las actinobacterias cultivables aisladas de Pseudocyphellaria berberina.

Micelio

Género Ubicacion

sustrato
MITI 12 N.1. ED anaranjado
MITI 12 aff. Micromonospora ED anaranjado
MITI 22 Micromonospora ED anaranjado
MITI 21 Micromonospora ED anaranjado
MITI 252 Micromonospora ED anaranjado
MITI 23 Micromonospora ED anaranjado
MITI 3 Micromonospora EC anaranjado
MITI 4 N.I. EC amarillo
MITI 5 Streptomyces ED castano
MITI 6 Actinoplanes ED rosado
MITI 8 Streptosporangium ED rosado
MITI 9 N.I. ED amarillo
MITI 11 Streptomyces ED rosado
MITI 12 Streptomyces ED rosado
MITI 13 Streptomyces ED rosado
MITI 142 Micromonospora ED anaranjado
MITI 14° Actinoplanes ED anaranjado
MITI 15 Streptomyces ED rosado
MITI 16 N.1. ED blanco
MITI 18 N.I. ED amarillo
MITI 20 N.I. ED amarillo
MITI 21 Dactylosporangium ED anaranjado
MITI 22  aff. Pseudonocardia ED amarillo

- Pigmentoss® Tipo de esporulacion

- - N.O.

- - N.O.
rudimentario - individuales
rudimentario - individuales
rudimentario - individuales, en racimos
rudimentario - N.O.
rudimentario - individuales, en racimos

- - N.O.

gris ceniza  ferrugineo en cadenas (V-S)

- - en esporangios subglobosos

blanco - en esporangios globosos

- - individuales

gris ceniza  melanoide en cadenas (F)

- melanoide en cadenas (RA)

rosado - en cadenas (RA)

- - en esporangios globosos

- - en esporangios globosos

blanco - en cadenas (F)

- - artrosporas en agregdos

- - individuales

- - N.O.

- - en esporangios dactiliformes

blanco - N.O.

Referencias: s: pigmentos solubles. N.l.: No identificado. N.O.: No observado. (-): Ausente. ED:
Endoliquénico. EC: Ectoliquénico. V-S: Configuracion verticillus-spira. F: Configuracion flexibilis. RA:

Configuracion retinaculum-apertum.

cultivables su ubicacion es, principalmente,
endoliquénica (Fig. 2). Es importante destacar que el
numero de actinomicetes en relacion a las UFC x g
totales es el mismo en el interior del talo de ambos
liquenes, aproximadamente 1%.

De las UFC x g' totales provenientes de los
talos de P. berberina, veintitrés (23) aislamientos
correspondieron a actinomicetes cultivables, de
los cuales veintiin (21) son endoliquénicos y
2 ectoliquénicos. En base a sus caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas, diecisiete (17)
cepas se identificaron como Actinoplanes (2),
Dactylosporangium (1), aff. Pseudonocardia (1),
Micromonospora (6), aff. Micromonospora (1),
Streptomyces (5), Streptosporangoium (1) y seis
(6) no pudieron asignarse, todavia, a un taxén
conocido de actinomicetes. Las caracteristicas
morfologicas y fisioldgicas (ej. presencia o ausencia
y color del micelio de sustrato y aéreo, tipo de
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Fig. 1. Numero total de unidades formadoras
de colonias de microorganismos aisladas
de P. berberina por gramo de liquen (UFC x
g'). Microorganismos aislados de la superficie
(microorganismos ectoliquénicos) y del interior del
talo (microorganismos endoliquénicos). L3 = Liquen
3; L8 = Liquen 8. Los datos representan a la media
+ desvio estandar (software Statistica 7.0).

443



Bol. Soc. Argent. Bot. 49 (4) 2014

esporas, produccion de pigmentos en el medio
de cultivo) de cada una de ellas se indican en la
Tabla 1. En la Figura 3 se muestran algunas de las
cepas mas representativas de los aislamientos de
actinomicetes cultivables asociados a P. berberina.
Estudios moleculares futuros completaran estas
identificaciones.

3x 10°
K
25x10°

2x10°
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UFC x g

1x10° 4

0,5x10°3 4

0 v i

Actinomicetes

Fig. 2. NUumero de unidades formadoras de colonias
de actinomicetes por gramo de P. berberina (UFC
x g™"). Actinomicetes aislados de la superficie del
talo = ectoliquénicos; actinomicetes aislados del
interior del talo: endoliquénicos. L3 = Liquen 3; L8 =
Liquen 8. Los datos representan a la media + desvio
estandar (software Statistica 7.0).

El numero de actinobacterias cultivables,
aisladas de ambos liquenes, concuerda con los
datos presentados por Gonzalez et al. (2005) para el
caso de especies saxicolas y arboricolas de Alaska,
Hawai e Islas Reunion. En base a esta coincidencia,
el factor limitante para el establecimiento de las
poblaciones de actinomicetes podria resultar del
control fisiologico por parte del hongo liquenizado,
de la disponibilidad espacial del liquen, o bien, como
lo sugieren Grube & Berg (2009), del ambiente
donde se encuentra el microescosistema liquénico.

Aunque no fue objeto de este trabajo establecer
la ubicacion de estos microorganismos respecto a
la anatomia interna del talo, estudios futuros sobre
su disposicion espacial dentro del liquen daran una
idea mas precisa sobre la relacion simbiotica entre
ambos.

A partir de los datos obtenidos resultara valioso
determinar si existe algin tipo de patréon en su
distribucién, ubicacion espacial y seleccion de
su huésped por parte de los actinomicetes. Los
liquenes, vistos como microecosistemas, impulsan
nuevos interrogantes sobre la estabilidad y variacion
de los microorganismos asociados al holobionte.
La presencia de comunidades de bacterias, y mas
especificamente de actinomicetes, en los hongos
liquenizados abre nuevas expectativas a su estudio
funcional en la simbiosis liquénica.

Fig. 3. Actinomicetes cultivables asociados a Pseudocyphellaria berberina. A: Pseudocyphellaria berberina
(BCRU). B: Streptomyces sp. (BCRU MITI 5). C: Streptomyces sp. (BCRU MITI 15). D: aff. Micromonospora
sp. (MITI BCRU 1°). E: Micromonospora sp. (BCRU MITI 2). F: Micromonospora sp. (BCRU MITI 3). Escala:
A=5cm; B-F =0,5cm.
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